ウシコクシジウムの浸潤調査と病原性種の遺伝子解析 by 佐藤 臨太郎
ウシコクシジウムの浸潤調査と病原性種の遺伝子解
析
著者 佐藤 臨太郎
号 50
学位授与機関 Tohoku University
学位授与番号 農博第1072号
URL http://hdl.handle.net/10097/59594
さとう   りんたろう
氏 名 （ 本 籍 地 ） 佐 藤 臨太郎
学 位 の 種 類 博士（農学）
学 位 記 番 号 農博第 1072 号 
学 位 授 与 年 月 日 平成 26 年 3 月 26 日 
学 位 授 与 の 要 件 学位規則第４条第１項
研 究 科 ， 専 攻 東北大学大学院（博士課程）農学研究科資源生物科学専攻
論 文 題 目 ウシコクシジウムの浸潤調査と病原性種の遺伝子解析
博士論文審査委員 （主査）教 授 中 井   裕
教 授 磯 貝 惠美子
准教授 種 村 健太郎
－ 55 －
  
第 1 章 緒論 
肉用牛、乳用牛および生乳の生産額は、平成 24 年度のわが国の畜産総生産額の 49.4％
を占め、ウシは、わが国の重要な家畜である。わが国の畜産は、集約化かつ大規模を遂
げてきた（鎌田ら, 2001）が、その結果、感染症が蔓延しやすい環境が形成されてきた。
現在、安定した家畜生産と安全な生産環境を構築するため家畜の健康な状態を維持と衛
生面の管理はより重要となっている。 
原虫による家畜の感染性疾病として、コクシジウム症がある。コクシジウム症とは、
コクシジウム原虫である Eimeria 属原虫および Isospora 属原虫が引き起こす消化管感
染症である（中井, 2013）。家畜ウシに感染するコクシジウム原虫は Eimeria 属より 14
種、Isospora 属では 2種が確認されている（Levine and Ivens, 1970）。とくに Eimeria zuernii
とE. bovisは高い病原性を示すウシのコクシジウム原虫とされる。しかし、E. alabamensis 
がドイツやスイスの放牧牛の下痢便内から検出され（Gräfner et al., 1985; Sevensson et 
al., 1993）、E. auburnensis および E. ellpisoidalis も時に下痢便内から検出されており
（Mielke et al., 1993）、宿主の臨床症状と病原性種の関係については未だ明確ではない。 
ウシコクシジウム症は世界各地の農場に広く蔓延しており、臨床的なコクシジウム症
は 3 週齢から 6 ヶ月齢未満の子ウシより確認されるが、コクシジウム原虫に汚染された
農場で飼養されるすべての個体が発病するわけではなく、コクシジウム原虫の種やウシ
の年齢構成、飼養環境と気候条件などが発症に関与するとされており、若齢のウシにお
ける重感染は、死に至る場合があり、子ウシの死亡例も国内外問わず報告されている
（Stockdale et al., 1981; Daugschies et al., 1986; 渡辺ら, 1988）。また、予後にも成長が著
しく遅延することが多く、ウシの生産にとって重要な感染症である。 
本研究では、現在の国内におけるウシコクシジウムの浸潤状況を明らかにし、重篤な
症状より分離された原虫種の分子分類を目的とし行った。東北大学大学院附属複合生態
フィールド教育研究センター川渡農場で飼養された放牧牛におけるウシコクシジウム
の浸潤調査と宮城県と岡山県の農家を対象としたウシコクシジウムの浸潤調査、E. 
zuernii と病勢との関連、分離された E. zuernii と E. bovis の遺伝的多様性および分子系
統関係を明らかにすることを目的に本研究を行った。 
 
第 2 章 宮城県と岡山県におけるウシコクシジウムの浸潤調査 
これまで日本国内のウシコクシジウム汚染と気候条件を考慮した詳しい研究はいく
つかのレポートを除いて乏しい。そこで事例研究として川渡農場におけるウシコクシジ
ウムの浸潤調査と季節変動の関係を明らかにすることとした。また、宿主の病勢と原虫
種の相関を明らかにするため、宮城県と岡山県に営む農家より、糞便の性状とウシコク
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シジウム種との関連を解析した。
コクシジウム原虫の感染における季節変動の調査では、川渡農場の放牧地で飼養され
る 134 頭から 2010 年 5 月から同年 10 月にかけて、直腸便 753 試料を採取し、糞
便検査を行った。その結果、直腸便 157 試料からコクシジウムの感染が確認された。こ
れらの糞便試料について、糞便中の出血や便性状（正常便, 泥状便, 水様便）、また、コ
クシジウム原虫の種や種ごとの OPG（糞便 1 g に含まれるオーシスト数。種野区別を
行わず全種の合計として表した。）について解析した。
糞便の肉眼観察の結果、いずれの感染個体の糞便においても重篤な症例糞便は観察さ
れなかった。新生子ウシにおけるコクシジウムの感染は 6 月から 8 月までに上昇し、
その後下降した （図 2-1）。確認された種は各月やウシの月齢によって異なり、優勢種
に季節変動が見られた。育成牛や成牛におけるコクシジウムの感染は 5 月がもっとも
高く、6 月から 7 月にかけて上昇し、その後下降した（図 2-1）。育成牛および成牛に
おける月ごとの OPG にも月ごとに変動することが観察されたが、有意な傾向は認めら
れなかった（図 2-2 B, C）。新生子ウシとその親との 27 組におけるコクシジウム原虫の
感染は、11 組の親子において同一種の感染が観察された（図 2-3）。放牧地で飼養され
た子牛のコクシジウムの感染は他の牛からの水平感染ではなく、垂直感染による母から
子への感染伝播の可能性が示唆された。
宮城県と岡山県での農家においてウシコクシジウムの浸潤状況を調べると、各地域で
のコクシジウムの感染は異なり、岡山県で高い感染率が観察された。また宮城県では出
血便の OPG が出血なしの糞便内の OPG よりも有意に高い傾向であった。また、確認
されたコクシジウムの種は、糞便中の出血に関わらず、Eimeria zuerniii が有意に優占し
た（図 2-4 A）。岡山県においても出血便の OPG は有意に高い傾向であり、確認された
ウシコクシジウム種は宮城県と同様に E. zuernii が有意に優占した（図 2-4 B）。。 
第 3 章 ウシコクシジウム病原性種の遺伝子解析 
これまでのコクシジウム原虫の分子疫学的知見において、ツルに感染する Eimeria 属
原虫では、オーシストの形態が多様なことが報告されており（Parker and Duszynski, 
1986）、遺伝子解析により形態的に類似したオーシストにおいて多系統性が存在するこ
とが報告されている（Honma et al., 2011）。宮城県と岡山県を対象としたウシコクシジ
ウムの浸潤調査結果より、Eimeria zuernii が病原性を持つことが示唆された。また、E. 
bovis も多くの症例便から検出された。そこで、ウシから採取した 2 種の遺伝的多様性
を明らかにするため、18S rRNA 遺伝子およびミトコンドリアゲノムの CO1 遺伝子を用
いた分子系統関係を解析した。供試したオーシストは、浸潤調査で採取した異なる糞性
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状の直腸便より採取した E. zuernii および E. bovis のオーシストを用いた。単離オーシ
ストを用いた標的遺伝子の multiplex PCR は，宮城県では各種の 10 オーシスト、岡山
県でも各種の 10 のオーシストより PCR 産物を得ており、それらより 18S rRNA 遺伝
子のほぼ全長と CO1 遺伝子の部分配列を決定した。分子系統解析は GenBank に登録さ
れている近縁なコクシジウム原虫種とともに近隣結合法と最尤法にて行った。示された
系統関係は 18S rRNA 遺伝子と CO1 遺伝子で同様のものであり、E. zuernii の丸型オ
ーシストおよび E. bovis の卵円型オーシストの単系統性が示唆された。また、ウシコク
シジウム種の 18S rRNA 遺伝子における系統解析より、E. zuernii と E. bovis は E. 
ellpisoidalis とヒツジコクシジウムである E. ovinoidalis を含む単系統群を形成した（図
3-1）。また、種内に病勢と相関した遺伝的クラスターは認められなかった。 
第 4 章 総合考察 
放牧地では、出血便などの重篤な症状を示す個体は認められなかった。ウシコクシジ
ウムの浸潤状況は季節ごとにコクシジウム陽性率と OPG が変動し、また、種も季節と
相関して検出され種と、普遍的に観察される種が存在することが明らかとなった。また、
子牛や育成牛での OPG は成牛よりも高くなる傾向が認められた。これは獲得免疫によ
る再感染が抑制されていることを示唆していた。調査した地域である宮城県と岡山県の
農家で確認された重篤な症例糞便では、Eimeria zuernii が確認され、その OPG は高い傾
向があった。これはこれまでの知見で示されるように （渡辺ら, 1988, 桐野, 2013）、本
原虫種が重篤な症状を引き起こすことを示していると考えられた。
18S rRNA 遺伝子およびミトコンドリアの CO1 に基づく分子系統解析では、E. zuernii 
と E. bovis は単系統を形成し、この単系統群内での分岐より、 E. zuernii と E. bovis が
近縁な関係であることが示唆された。また、オーシストの形態に基づく種分類と矛盾し
ないものであった。
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論 文 審 査 結 果 要 旨 
 
 佐藤臨太郎君は博士前期 2 年の課程より、東北大学大学院に入学し、博士後期 3 年の過
程を含め 5 年間にわたって、ウシコクシジウム症を引き起こす消化管寄生性原虫であるウ
シのアイメリア（Eimeria）属原虫の疫学的解析、および遺伝子解析を行ってきた。疫学解
析では、まず放牧飼育されるウシにおける Eimeria 各種の感染様式を解明した。この解析
では、東北大学大学農学研究科附属複合生態フィールド教育研究センタ （ー川渡農場）にて
放牧飼育されているウシより、春から秋にかけて反復的に糞便を採取し、それら糞便から検
出された原虫種の変化をウシの月齢ごとに追跡した。放牧牛では、12 種の原虫が検出され
た。ここでは、これまでに病原性種と見なされてきた Eimeria bovis および E. zuernii に
ついて簡潔に記す。E. bovis は、ウシの月齢に関係なく高率に検出され、また同一の個体か
ら継続して検出された期間も長かった（子ウシ : 1–4 ヶ月、育成牛 : 1–3 ヶ月、成牛 : 1–5
ヶ月）。一方、E. zuernii も月齢に関係なく検出されたが、E. bovis と比較すると、その感
染個体数は少なく、また継続してオーシストが検出された期間も短い傾向であった（子ウ
シ : 1–2 ヶ月、育成牛 : 1 ヶ月、成牛 : 1–2 ヶ月）。 
 ニワトリに感染する Eimeria では、獲得免疫が同一種の再感染を強く抑制することが知
られている。したがって、E. bovis が継続して検出されたことより、この種の免疫原性は低
い可能性、複数回の反復的な感染あるいは持続的な感染が起きている可能性が示された。 
 実際の生産農家における疫学解析として、岡山県津山市と宮城県大崎市における 
Eimeria の分布、および便の性状と原虫種の関連を調査した。大崎市では、調査した全て
の農家において Eimeria が検出されたが、下痢症状は認められなかった。津山市でも、調
査したほぼ全ての各農家で Eimeria が検出され、また Eimeria が検出された農家で下痢
症状が確認された。これらの全調査農家の飼養場所および方法と、ウシ Eimeria 検出の有
無を比較すると、敷料や牛床の違いによって、ウシ Eimeria の感染状況が異なる傾向が観
察された。 
 原虫の種とコクシジウム症の糞便性状との関連は、糞便の性状と糞便にある原虫各種の 
OPG を比較し、解析した。また分離された E. bovis および E. zuernii では、単離オーシ
ストによる遺伝子解析を行い、これら 2 種の Eimeria における系統的位置、および宿主
動物の進化との関連を検討した。この解析より、出血の認められた下痢便では、原虫の種に
かかわらず OPG は高い値であり、とくに E. zuernii の OPG は他種よりも有意に高い値
であることが示していた。また、E. zuernii は出血の認められた全て下痢便から検出された
が、その一方で E. zuernii が検出されない下痢便では、出血が確認されなかった試料が複
数存在した。これら結果より、日本では E. zuernii が病原性が強い種であり、出血を伴う
コクシジウム症を引き起こす原因となっている可能性が示された。遺伝子解析では、核ゲノ
ムにある 18SrRNA 遺伝子およびミトコンドリアゲノムの cytochrome c oxidase subunit 
1（CO1）遺伝子を用いたが、それぞれの遺伝子から示された系統関係は同様のものであっ
た。E. bovis および E. zuernii は E. ellipisoidalis とともに単系統群を形成し、その中で
各種がよく支持されたクラスターを形成した。つまり、これらの Eimeria では、オーシス
トの形態に基づく種分類とマーカー遺伝子の遺伝的系統関係は矛盾なく合致することが示
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された。また、これら 3 種は、他の Eimeria よりも系統的に近い関係にあった。 
 本研究で得られた成果は、生産現場におけるウシのコクシジウム原虫の感染状況や種構
成を知る上で重要な知見を与えるものであり、 原虫の遺伝子解析結果は、本原虫の分類、
精密な野外調査や診断への応用が期待され、博士（農学）の学位を授与するにふさわしいも
のと判断した。 
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